(12) NACH DEM VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fQr geistiges Eigentum 
Inteniationales Hiiro 

(43) loternatiooales VerOfrentlichungsdatum 
12. September 2003 (12.09^003) 




PCT 



(10) Internationale Verdfrentlichungsnummer 

wo 03/074087 Al 



(51) lateraatioaalePatentklassiGkatioD^: A61K 47/48, 
C08B 31/18 



(21) iDternationales Aktenzetchen: 



PCT/EP03/02083 



(22) Intemationales ADDieldedatum: 

28. Febniar2003 (28.02.2003) 



(25) Einreicbungssprache; 

(26) VerOfleDtlichuDgsspracbe: 



Deuisch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritfit: 

102 09 821 .2 6. Maiz 2002 (06.03.2002) DE 

I (71) A □ m elder (fur alie Bestimmungsstaaten mitAusnahme von 
US): BIOTECHNOLOGIE - GESELLSCHAFT MIT- 
TELHESSEN MBH [DE/DE]; Kerkrader Strasse 7, 35394 
Giessen (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Errinder/Anmelder (nur fur US); HEMBERGER, Jur- 
gen [DE/DE]; Kiebitzweg 2. 63741 Aschaffenbmg (DE). 
ORLANDO. MIchele [IT/DE]; Eichendoiffring 107. 
35394 Giessen (DE). 



(74) Anwalt: GRONECKER, KINKELDEY, STOCKMAIR 
A SCHWANHAUSSER; Maximilianstrasse 58, 80538 
MUnchen (DE). 

(81) BestimmungsstaateD (national): AE, AG. AL. AM. AT. 
AU. AZ. BA. BB, BG, BR, BY, BZ, CA. CH. CN. CO, CR. 

CU. CZ. DE, DK, DM, DZ. EC. EE, ES, H, GB. GD, GE. 
GH, GM. HR. HU. ID. IL. IN, IS, JP, KE. KG, KP. KR. 
KZ. LC. LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW. MX, MZ, NO. NZ, OM, PH, PL. PT, RO, RU, 
SC, SD, SE, SG. SK, SL, TJ, TM. TN, TR. XT. TZ, UA. 
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA. ZM, ZW. 

(84) BestimmuDgsstaaten (regional): ARIPO-Paieni (GH, 
GM, KE, LS. MW, MZ, SD, SL, SZ. TZ, UG, ZM, ZW). 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM). europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY. CZ, DE, 
DK, EE. ES, FT, FR, GB. GR. HU, IE. IT, LU. MC, NL. 
PT. SE, SI. SK. TR), OAPI-Patent (BF. BJ. CF, CG, a. 
CM, GA, GN, GQ. GW, ML, MR. NE, SN. TD. TG). 

VerdfTentiicht: 

— mit imernationalem Recherchenbericht 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die ErklSrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



= (54) Title: COUPLING PROTEINS TO A MODIFIED POLYSACCHARIDB 

^= (54) BezeicbDUDg: KOPPLUNG VON PROTEINEN AN EIN MODIFIZIERTES POLYSACCHARID . 

(57) Abstract: The invention relates to a method for coupling proteins to a starch-derived modified polysaccharide. The binding 
^= interaction between the modified polysaccharide and the protein is based on a covalent bond which is the result of a coupling reaction 
between the terminal aldehyde group or a functional group of the modified polysaccharide molecule resulting from the chemical 
reaction of this aldehyde group and a functional group of the protein which reacts with the aldehyde group or with the resulting 
^ functional group of the polysaccharide molecule. The bond directly resulting from the coupling reaction can be optionally modified 
^ byafurtherreactiontotheaforementionedcovalentbond. The invention further relates to pharmaceutical compositions that comprise 
^ conjugates formed in this coupling process and to the use of said conjugates and compositions for the prophylaxis or therapy of the 
human or animal body. 
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(57) ZusammeofassuDg: Die voriiegende Erfindung betriffl die Koppiung von Proteinen an ein von StSske abgeleitetes modifiziertes 
Polysaccharid, wobei die bindende Wechselwirkung zwischen dem modifizierten Polysaccharid und dem Protein auf eincr kovalen- 
ten Bindung beruht, welche das Eigebnis einer Kopplungsreaktion zwischen der endstfindigen Aldehydgnippe oder einer aus dieser 
Aldehydgruppe durch chemische Umsetzung hervoigegangenen funktionellen Gruppe des modifizierten PolysaccharidmolekUls und 
einer mit dieser Aldehydgnippe oder daraus hervoigegangenen funktionellen Gruppe des PblysaccharidmolekUls reaklionsfahigen 
funktionellen Grappe des Ptoteins ist. wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch 
eine weitere Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung modifizieit sein kann. Die Erfindung betrifFt femer pharmazeutische 
Zusammensetzungen, welche die bei der Koppiung gebildeten Konjugate umfassen, und die Verwendung dieser Konjugate und Zu- 
sammensetzungen zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Kdipers. 
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Ko ppluna von Proteinen an ein modifiziertes Polysaccharid 

Die schnelle Entvwcklung der Gentechnik in den letzten Jahizehnten hat dazu ge- 
fOhrt, dass eine Vielzahl von Genen fur Proteine mit potentiellem therapeutischem 
Nutzen klentifiziert wurden und die entsprechenden Genprodukte mit Hilfe biolo- 
gischer Expressionssysteme unschwer rein oder annahemd rein in grofieren Mengen 
hergesteitt weiden konnen. 

Es stellte sich jedocli heraus, dass der praktische Einsatz solcher Proteine, z.B. in, 
der Diagnostik, der Therapie und be! Biotransfomiationen, haufig auf Schwierigkeiten 
stoRt, da deren Stabilltats- und Loslichkeitseigenschaflen, insbesondere bei physio- 
logischen pH-Werten, oft unbefriedigend sind. Zwei Beispiele fur solche Proteine sind 
der Tumonriekrosefaktor TNF-a oder lnterleukln-2. 

Loslichkeltsprobleme treten zudem sehr haufig bei der Expression von Glyco- 
proteinen in prokaryotischen Systemen wie E. coli auf, da diese dann ohne die 
naturliche Glycosyiierung exprimiert werden, was zum Teil eine erheblich vermin- 
derte Loslichkeit zur Folge hat. Dies kann den Einsatz von wesentlich teureren 
eukaryotlschen Expresslonsystemen erforderlich machen. 

Beim therapeutlschen Einsatz im Korper werden vieie Proteine sehr schnell aus dem 
Blutkrelslauf entfemt oder abgebaut. Systemisch applizierte Proteine mit einem 
Molekulargewicht von mehr als etwa 70 kD konnen durch das reticuloendotheliale 
System oder spezlfische Wechselwirkungen mit zellularen Rezeptoren dem Kreislauf 
entzogen werden. Kleinere Proteine mit einem IVIolekuiargewicht von weniger als 
etwa 70 kD konnen uberdies in groBem Umfang durch die glomerulare Filtration In 
der NIere (AusschluBgrenze etwa 70 kD) entfemt werden^ 

Ein in jungerer Zeit verfolgter Ansatz zur Behebung der geschilderten Piobleme 
besteht in der Kopplung solcher problematlschen Proteine mit gut wasserloslichen 
blokompatiblen Polymeren, wie z.B. Polyethylenglycol und Dextran. Durch die 
Kopplung laBt sich einersefts das Molekulargewicht fiber den Schwellenwert von 70 
kD hinaus erhohen, so dass die Plasma-VenA/ellzeit kleinerer Proteine drastisch 
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gestelgert werden kann, andererseits kann durch den hydrophilen Polymeranteil die 
Loslichkeit im waSrigen Milieu verbessert werden. 

Weitere, meist gunstige Wirkungen, die mit der Kopplung von Protelnen mit soichen 
Polymeren verbunden sein konnen, beaihen auf der Maskierung von Protease- 
erkennungsstellen und antigenen Detenninanten auf dem Proteinmolekul durch das 
gebundene Polymer. Dadurch konnen die therapeutischen Proteme zum einen 
weitgehend dem proteolytischem Abbau entzogen werden, zum anderen ist die 
Auslosung allergener Reaktlonen durch das korperfremde therapeutische Protein 
weitgehend unterdruckt. Ober die !\/lolekulargewichtserh6hung hinaus werden 
Proteine so durch die Anwesenheit eines Polymers vor enzymatlschem Abbau und 
zudem oft vor thermischer Denaturierung geschutzt. In vielen Fallen erhoht slch 
dadurch die Stabilitat und in v/Vo-Halbwertszert der Proteine deutUch bzw. sinkt die 
Immunogenitat und Antigenitat. 

Bisher wurden die melsten Modifizierungen mit Polyethylenglycol oder Dextran 
durchgefuhrt, wobel PEG generell bevorzugt wird, da es einfachere Produkte ergibt. 

Dextran-Kopplungen wurden nur fur einige wenige Proteine beschrieben, wie z-B. 
Streptokinase, Plasmin, Hamoglobin oder Aprotinin. Dextnan-Konjugate zeigen 
jedoch oft hohe Alleiigenitat, vennutlich verursacht durch Abbauprodukle des 
Dextrans, eine gerlnge metabollsche Stabilitat und In vielen FSIIen gerlnge Aus- 
beuten bei den Kopplungsreaktionen. Dies hat dazu geftihrt, dass bisher keines 
dieser Dextran-Kopplungsprodukte fOr die therapeutische Anwendung an Mensch 
oder Tier zugelassen wurde. 

Derivatlslerungen mrt PEG wurden wesentllch haufiger durchgefiuhrt, so dass diese 
Methods heute als Standard fQr die Molekulargewichtsvergrolierung von Protelnen 
angesehen werden kann. Einige dieser Derivate befinden slch in verschiedenen 
Phasen der kllnischen Versuche bzw. sind bereits In den USA zugelassen. In Phase 
III befindet slch PEG-HamoglobIn sowie ein PEG-Addukt der Superoxlddlsmutase^ 
(SOD), das hinslchtllch Polymerkopplungen als das am besten untersuchte Protein 
gilt. PEG-gekoppelte Asparaginase wIrd bereits in der Theraple der akuten 



wo 03/074087 PCT/EP03/02083 

3 

lymphozytischen Leukamie eingesetzt. In 2001 wurde PEG-lnterferon-a zur 
Behandlung von Hepatltis-OPatienten zugelassen. 

Beim Einsatz dieser PEG-Konjugate wurde jedoch auch iiber unangenehme bis 
gefahriiche Nebenwirkungen wie Juckreiz, Uberempfindlichkeitsreaktionen und 
Pankreatitis bericrfitet Femer ist die biologische Aktivitat der Proteine nach der PEG- 
Kopplung oft sehr gering und der Metabolismus der Abbauprodukte von PEG- 
Konjugaten ist noch weitgehend unbekannt und stellt mdglichenveise ein 
Gesundheitsrisiko dar. 

WO 99/49897 beschrelbt Konjugate von Hamoglobin, welche durch Umsetzung der 
Aldehydgruppen von oxfdativ ringgeoffneten Polysacchariden wie Hydroxyethylstarke 
Oder Dextran mit primaren Amingruppen des Proteins geblldet werden. Dabei wirken 
die eingesetzten Polysaccharide jedoch als polyfunktioneile Reagenden, die ein sehr 
heterogenes Produktgemisch mit schwer einstellbaren Eigenschaften ergeben. ' 

US-Patent 6,083,909 beschrelbt ein Verfahren zur Kopplung von selektiv oxidlerter 
Hydroxyethylstarke an Hamoglobin in DMSO. Unsere Untersuchungen zeigten 
jedoch, da& das gewQnschte Produkt unter den angegebenen Bedingungen nicht 
erhalten wircl, da Hamoglobin in DIVISO denaturiert und damit seine biologische 
Aktivitat verliert. 

Es besteht somit nach wie vor Bedarf an physiologisch gut vertragllchen Altemativen 
zu Dextran- oder PEG-gekoppelten Proteinen, mit denen die Losliehkeit von 
Proteinen verbessert oder die VenA^eiidauer der Proteine im Plasma erhoht werden 
kann. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, solche Altemativen bereitzustellen und einfache 
und effiziente Verfahren zur Herstellung solcher altemativer Proteinderivate zu 
entwickeln. 

ErfindungsgemaS wird diese Aufgabe durch Hydroxyaikylstarke-Protein-Konjugate 
gelost, welche dadurch gekennzeichnet sind, dass die bindende Wechselwirkung 
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zwschen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem Protein auf einer kovalenten 
Bindung beruht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen der 
endstandlgen Aldehydgruppe Oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch chemische 
Umseteung hervorgegangenen funktlonellen Gmppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls 
und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls reaktionsfahigen funktionellen Gruppe des 
Proteins ist wobei die be! der Kopplungsreaktion unmittelbar resuitierende Bindung . 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten koyalenten Bindung. 
modifizlert sein kann. 

Die Erfindung umfasst femer pharmazeutische Zusammensetzungen, welche diese 
Konjugate enthalten, sowie die Venvendung dieser Konjugate und Zusammen- 
setzungen zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen 
Oder tierischen Korpers sowie Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate und 
Zusammensetzungen. 

Oberraschend wurde gefunden, dass sich die oben beschriebenen Reaktionen bei 
geelgneter Wahl der Bedingungen in wassriger Losung durchfuhren lassen, wodurch 
die biologische Aktivitat der Protelne in vielen Fallen vollstandig oder teilwelse 
erhaiten werden kann. 

Das wassrige Reaktionsmedium fur die Kopplungsreaktiori ist dabei vorzugsweise 
Wasser oder eine Mischung aus Wasser und einem organischen Losungsmittel, 
wobei der Wasseranteil In der Mischung mindestens etwa 70 Gew.-%. vorzugsweise 
mindestens etwa 80 Gew.-%, noch bevorzugter mindestens etwa 90 Gew.-% betragt. 

Das MolverhaKnis von Hydroxyalkylstarke (HAS) zu Protein bei der Kopplungs- 
reaktion betragt gewohnlich etwa 20:1 bis 1:1, vorzug^eise etwa 5;1 bis 1:1. 

Die biologische Restaktivitat der erfindungsgemaHen Hydroxyalkylstarke-Protein- 
Konjugate, bezogen auf die AusgangsakUvitat des Proteins, betragt In der Regel 
mindestens 40%, vorzugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70 %, 
noch bevorzugter mindestens 90 %, am melsten bevorzugt mindestens 95 %. 
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Die erfindungsgemaB eingesetzte Hydroxyalkylstarke (HAS) kann nach einem 
bekannten Verfahren, zB. Hydroxyalkylierung von Starice an der C2- und/oder Ce- 
Position der Anhydroglucoseeinheiten mit Alkylenoxid oder 2-Chloralkanol, z.B. 2- 
Chlorethanol, (siehe z.B. US 5,218,108 fiir die Hydroxyethylierung von Starke), mit 
verschiedenen gewunschten Molekulargewichtsbereichen und Substitutionsgraden 
hergestellt warden. Es konnen auch beliebige der im Handel erhaltlichen Prapa- 
rationen etngesetzt werden. Die Definition der Alkylgnjppienjng in „Hydroxyaikyl- 
starke", \Arie hier venA^endet, schlielSt l\4ethyl, Ethyl, Isopropyl und .n-Propyl ein, wobei 
Ethyl besdnders bevorzugt 1st. Etn wesentlicher Vortell der HES ist es, dass diese als 
biokompatibler Plasmaexpander bereits behdrdiich zugelassen ist und in grollem Stil 
kllnisch eingesetzt wird. 

Das mittlere ly/lolekulargewicht der Hydroxyalkylstarke kann im Bereich von etwa 3 
kD bis mehneren Miillonen Daltoh, vorzugsweise etwa 4 kD bis etwa 1000 kD, bevor- 
zugter im Bereich von etwa 4 kD bis etwa 50 kD oder im Bereich von etwa 70 kD bis 
etwa 1000 kD, besonders bevorzugt bei etwa 130 kD, liegen. FQr die Kopplung an 
kleine Proteine wird das mitdere l\/lolekuiargewicht der HydroxyaikytstSrke vorzugs- 
weise so gewahit, da& der oben genannte Schwellenwert von 70 kD bei den 
Konjugaten uberschritten wird, wahrend fur die Kopplung an groBe Proteine das 
Molekulargewicht der Hydroxyalkylstarke vorzugsweise im unteren Bereich des 
genannten Spektrums liegen wird. Da eine Kopplung an mehreren Stellen eines 
Proteins moglich ist, kann es auch vorteilhaft sein, mehrere kleine Poiymerketten, 
statt einer hochmolekularen zu koppeln. Der Substitutionsgrad (Verhaltnis der Anzahl 
modifizierter Anhydroglucoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydroglucose- 
einheiten) kann ebenfalls varlieren und wird haufig im Bereich von etwa 0,2 bis 0,8, 
vorzugsweise etwa 0,3 bis 0,7, noch bevorzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die 
Zahlen bedehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwischen 0 und 1 liegt). 
Das Verhaltnis von C2- zu C^-Substitution liegt gewohnlich im Bereich von 4 bis 16, 
vorzugsweise im Bereidi von 8 bis 12. 

Diese Parameter lassen sIch nach bekannten Verfahren einstellen. Erfahrungen mit 
der Venwendung von Hydroxyethylstarke (HES) als Blutersatzstoff haben gezelgt, 
dass die Venveilzeit von HES im Plasma vom Molekulargewicht und dem 



wo 03/074087 



6 



PCT/EP03/02083 



Substitutionsgrad und Substitutionstyp (Ca-Substitution oder CrSubstitution) 
abhangt, wobei ein hoheres Molekulargewicht, ein hoherer Substitutionsgrad und ein 
hoherer Anteil der CrSubstitution die VenA/ellzeit ertioht. 

Diese Bezlehungen gelten auch fur die erfindungsgemalien Hydroxyalkylstarke- 
Protein-Konjugate, so dass die Verweilzeit eines bestimmten Konjugats im Plasma 
uberden Polysaccharidanteil einstellbar ist 

Hydroxyethylstarke-Praparate mit einem mittleren Molekulargewlcht von 130 kD und 
einem Substitutionsgrad von 0,5 bzw. mit einem mittleren l\/lolekulargewicht von 200 
kD und einem Substitutionsgrad von 0,25 fanden berelts klinlsche Anwendung als 
Blutersatzstoffe und sind auch fur den EInsatz In der vorllegenden Erfindung 
geeignet. 

Als Protein Ist In der voriiegenden Erfindung grundsatzllch jedes Protein geeignet. 
das die erforderilche funktlonelle Gruppe, z.B. eine freie Aminogruppe, Thiolgruppe 
Oder Carboxylgruppe, zur Reaktlon mit der ftjnktionellen Goippe des HAS-Molekuls 
besHzt. 

Zur ElnfQhrung einer gewunschten funktlonellen Gmppe kann das Protein auch mit 
einem geeigneten, physlologlsch vertraglfchen, bifunkfionellen Linkermolekul 
umgesetzt werden. Die verbleibende realcb'ons^hige funktlonelle Gruppe des 
angekoppelten LinkenmolekQIs wird dann fur die Zwecke der vorllegenden Erfindung 
ebenfalls als ^rBaktlonsfahlge funktlonelle Gmppe des Proteins" betrachtet 

Geeignete Llnkermolekule enthalten an einem Ende eine Gruppierung, die mit einer 
reakUonsfahigen funkttonellen Gruppe des Proteins, z.B. einer Amino-, Tliioi- oder 
Carboxylgoippe, eine kovalente Bindung eingehen kann, und am anderen Ende eine 
Gruppierung, die mit der endstgndigen Aldeliydgmppe oder einer daraus durdi 
chemische Ufnsetzung hervorgegangenen ftinktfonellen Gmppe, z.B. einer Carboxyt- 
gaippe, akBvierten Cartioxylgruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente 
Bindung eingehen kann. Zwischen den belden funklionellen Gmppen des Unker- 
molekuls befindet sich ein biologisch vertragtiches Bruckenmolekiii geeigneter 
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Lange, z.B. eine Gruppieaing, die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylen- 
glycolgmppieaing oder eine andere geeignete Oligomergruppiemng. Bevorzugte 
Gruppierungen, die mit Aminogruppen reagieren konnen, sind z.B. N-Hydroxy- 
succlnimidester, Sulfo-N-hydroxysuccinimidestep. Imidoester und andere aktivierte 
Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit Tliiolgnjppen reagieren 
konnen, sind z.B. Maleimid- und Carboxylgnjppen; bevorzugte Gruppierungen, die 
mrt Aldehyd- oder Carboxylgnjppen reagieren konnen. sind z.B. Amino- oder^ 
Thiolgruppen. 

Beisplelhafte Linkemnolekule zur Verknupfung von SH- und NH-Funktionen sind: 



AMAS 


(N-a(Malelmidoacetoxy)succinimidester) 


BMPS 


(N-fi(Maleimidopropyloxy)succinimidester) 


GMBS 


(N^Maleinrildobutyryloxy)succinimldester) 


EMCS 


(N-g(Malelmidocaproytoxy)succinimidester) 


MBS 


(m-<Maleimidobenzoyl>N-hydroxysuccinimidester) 


SMCC 


(Succinimklyl-4-(N-male{mldomethyl)cycl6hexan-1-carboxyiat) 


SMPB 


(Succlnimldyl-4-(p-malelmldophenyi)butyrat) 


SPDP 


(SucclnimWyI-3-(2-pyridyldlthfo)prDprlonat) 


Sulfb-GMBS 


(N-7(Maleimidobutyryloxy)8ulfbsucclnlmidester) 


SuKb-EMCS 


(N-6(Male{midocaproyloxy)sulfosuccinimidester). 


Beisplelhafte UnkermolekQIe zur Verknupfung von SH- und SH-Funktionen sind: 


BMB 


(1 .4-£is-malelmkiobutan) 


BMDB 


(1 .4-Bis-maleimido-2.3-dihydroxybutan) 


BMH 


(Bis-malelmidohexan) 


BMOE 


(Bis-maleimidoethan) 


DTME 


(Drthk>-bls-iTialeimlddethan) 


HBVS 


(1 .6-Hexan-bls-vlnylsuHbn) 


BM(PEO)3 


(1.8-Bis-malelmldotriethylenglycol) 


BM(PEO)4 


(1.1 l-Bis-malelmidotetraethylenglycol). 


Beisplelhafte UnkermolekQIe zu VerknQpfung von NH- und NH-Funktionen sind: 


BSOCOES 


(Bls-(2-(succinimidylc»(ycarbonyloxy)ethyl)sulfon 
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(Bis-{sulfosucclnlmidyl)suberat) 
(1 .5-Difluor-2.4^initrobenzol) 
(Dimethyladlpimidat HCI)) 
(Oisuccinimidylglutarat) 
(Disuccinimidylsuberat) 
(Ethylenglycol-bis-(succinimidylsuccinat). 

Beisplelhafte LlnkemnolekOIe zur VerknOpfung von SH- und CHO-Funktionen sind: 



BMPH (N-((i-MatefmWopropIons§ure)hydrazid TFA) 

EMCA (N-(e-Maleimidocaprons§ure)hydrazid) 

KMUH (N-(K-Maleimidoundecans3ure)hydrazkl) 

M2C2H (4-<N-Malelmldomethyl)cyclohexan-1-carboxylhyrfrazW HCI) 

MPBH (4-(4-N-Maleimidophenyl)buttersaurehydrazid HCI) 

PDPH (3-(2-Pyridyldlthlo)proplonylhydrazid). 



EIn betepielhaftes LinkermotekQI zur Verknupfung von SH- und OH-Funktionen ist 
PMPI (N-(p-Maleimidophenyl)isocyanat). 

Belspielhafte LInkenmolekule zur Uberfuhrung einer SH-FunkHon in eine COOH- 
Funktion sind: 

BMPA (N-fi-Maleimidopropionsaure) 
EMCH (N-&-Maleimidocapronsaure) 
KMUA (N-K-Maleirhidoundecansaure). 

Beisplelhafte Linkermolekflle zur OberfOhrung einer NH-FunkHon In eIne COOH- 
Funktlon sind MSA (Methyl-W-sucdnlmldyladlpat) oder ISngerketHge Homologe 
davon oder entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 

Beispieliiafte LInkermolekQIe zur OberfOhrung einer COOH-FunkHon In eine NH- 
Funktion sind DAB (1.4-Dlamlnobutan) oder langerketHge Homologe davon oder, 
entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 



BS^ 

DFDNB 

DMA 

DSG 

DSS 

EGS 
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Ein beispielhattes Linkermolekul. das mit^iner Aminogmppe eines Molekuls reagiert 
und eine geschutzte Aminogmppe in groBerem Abstand von diesem Molekul zur 
Vermeldung einer sterischen Hinderung bereitstellt, ist TFCS (N-£(Trifluoracetyl- 
caproyloxy)succinimidester). 

Weltere geelgnete Linkermolekule sind Fachleuten bekannt und im Handel erhaltlich 
Oder konnen je nach Bedarf und In Abhanglgkeit von den voriiandenen und ge- 
wunschten ftjhktfonellen Gruppen der HAS und des anzukoppelnden Proteins 
entworfen und nach bekannten Verfahren heigeslellt werden. 

Der Begriff ^Protein" im Sinne der vorllegenden Erfindung soli jede Aminosaure- 
sequenz einschllelien. die mindestens 9-12 Aminosauren, voizugsweise mindestens 
15 Aminosauren. bevoizugter mindestens 25 Aminosauren, besonders bevorzugt 
mindestens 50 Aminosauren, umfalit, und auch natQrllche Derivate. z.B. Pra- oder 
Pro-Formen. Glycoproteine. Phosphoprotelne, oder synthetlsche modiflzlerte 
Derivate, z.B. Fusionsprotelne, Neoglycoproteine. oder durch gentechnologlsche 
Verfahren modifizierle Protelne, z.B. Fusionsprotelne, Proteine mit Amlnosaure- 
austauschen zur Einfuhrung bevorzugter Kopplungsstellen, einschlleften. 

Zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen oder 
tierischen Korpers wird das betr«ffende Protein eine bestimmte gewunschte Funktion 
im Kdrper ausQben. Vorzugsweise besHzt das Protein daher z.B. eine regulatorische 
Oder katalytische Funktfon, eine Slgnalvermlttlungs- oder TransportfunkHoh oder eine 
Funktfon bei der Immunreaktion oder AuslSsung eIner Immunreaktlon. 

Das Protein kann belsplelswelse aus; der Gruppe aus Enzymen, Antlkorpem, Anti- 
genen, Transportprotelnen, Bfoadhasfonsprotelnen. Homionen, Wachstumsfaktoren. 
Cytoklnen, Rezeptoren, Suppressoren. AkHvatoren, Inhlbitoren oder einem funk- 
tlohellen Derivat oder Fragment davon ausgew§hlt seln. .Funktlonelles Derivat oder 
Fragment" bedeutet In diesem Zusammenhang eIn Derivat oder Fragment, das eine 
gewiinschte blologische Elgenschaft oder AktivitSt des StammolekQIs ganz oder 
telhwelse, z.B. zu mindestens 10-30 %. bevorzugter zu mehr als 50 %, noch 
bevorzugter zu mehr als 70 %. am meistens bevorzugt zu mehr als 90%, behalten 
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hat. Besonders bevotzugte Beispiele eines solchen Fragments sind Antlkorper- 
fragmente. 

Spezielle Beispiele sind a-. Cr oder r-lnterferon, lnterieul<ine. z.B. IL-1 bis IL-18. 
Wachstumsfaktoren. z.B. epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Thrombozyten- 
wachstumsfektor (PDGF). Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), Gehim-abgeleiteter 
Wachstumsfaktor (BDGF), Nen/enwachstumsfaktor (NGF). B-Zellen-Wachstums- 
faktor (BCGF), Gehlm-abgeleiteter neurotropher Wachstumsfaktor (BDNF). Clliarer 
neurotiopher Faktor (01^. transfomilerende Wachstumsfaktoren, z. B. TGF-a oder 
TGF-a. Kotonle-stimullerende Faktoren (CSF). z.B. GM-CSF. G-CSF. BMP („bone 
morphogenic proteins"), Wachstumshomione. z.B. Human-Wachstumshormon, 
Tumomekrosefaktoren . z.B. TNF-a oder TNF-B. Somatostatin, Somatotropin. 
Somatomedlne. Serumproteine. 2.B. die Gerinnungsfaktoren ll-XIII. Albumin. 
Erythropoietin. Myoglobin. Hamoglobin. Plasminogenaklivatoren, z.B. Gewebe- 
Plasminogenaktivator. Homione oder Prohomione. z.B. Insulin. Gonadotropin. 
Melanocyten-stlmulierendes Honmon (a-MSH), Triptorelln, Hypothalamushormone 
Z.B. antWiureUsche Hormone (ADH) und Oxytocin sowie Liberine und Statlne, 
Parathormon. SchllddrQsenhormone, z.B. Thyroxin. Thyrotropin, Thyroliberin. 
Prolactin. Calcitonin. Glucagon. Glucagon-ahnliche Peptide (GLP-1. GLP-2 etc.). 
Exendine. z.B. Exendln-4, Leptln. Vasopressin. Gastrin, Secretin. Integrine, 
Glycoproteinhormone (z.B. LH. FSH etc.). PIgmenthomione. Lipoproteine und Apo- 
Lipoproteine, z.B. Apo-B, Apo-E, Apo-U , Immunglobullne. z.B. IgG, IgE. IgM, IgA. 
IgD Oder ein Fragment davon, Himdin. "Tissue-Pathway--lnhibitor. Pflanzenproteine. 
Z.B. LekHn Oder Ricin, Bienengift, Schlangengifle, Immunotoxine, Antigen E. 
Butroxobina. Alpha-Protelnase-lnhlbitor. Ragweed-Allergen, Melanin. Ollgolysln- 
Proteine, RGD-Proteine oder gegebenenfalls entsprechende Rezeptoren fQr eInes 
dieser Proteine; oder ein fiinkUonelles Derivat oder Fragment eines dieser Proteine 
Oder Rezeptoren. 

Geeignete Enzyme konnen z.B. aus den Gmppen der kohlenhydratspezifischen 
Enzyme, proteolytlschen Enzyme, Oxidasen. Oxidoreduktasen. Transferasen, 
Hydrolasen. Lyasen. Isomerasen. Kinasen und Ligasen ausgewShlt seln. Spezielle, 
nicht beschrankende Beispiele sind Asparaginase. Arginase. Arginindeaminase. 
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Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase-Asparaginase, Phenylalanln- 
ammoniumlyase, Tryptophanase, Tyrosinase, Superoxlddlsmutase, eine Endo- 
. toxinase. eine Catalase, Peroxidase, Kallikrein, Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, 
Thermolysin, eine Lipase, eine Uricase, Adenosindiphosphatase, Purinnukleosid- 
phosphorylase. Bilirubinoxidase, eine Glucoseoxidase, Glucodase, Gluconatoxidase, 
Galaktosidase, Glucocerebrosidase, Glucuronidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, 
ein Gewebeplasminogenaktlvator, Streptokinase, Urokinase, MAP-Kinasen, DNAsen, 
RNAsen, Lactoferrin, und funktlonelle Derivate Oder Fragmente davon. 

Wie oben erwahnt, ist die an der Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe 
des HAS-Molekuis die endstandige Aldehydgruppe oder eine daraus durch 
chemlsdie Umsetzung hervorgegangene Gruppe. 

Ein Beispiel fur eine solche chemisclie Umsetzung ist die seiektive Oxidation dieser 
Aldehydgruppe mit einem schonenden Oxldationsmittel, wie z.B. lod, Brom oder 
einlgen Metallionen, oder auch mittels elektrochemischer Oxidation zu einer 
Carboxyigruppe oder aktlvlerlen Carboxylgruppe, z.B. einem Ester, Lacton, Amid, 
wobel die Carboxyigruppe gegebenenfalls In einer zweiten Reaktlon in das aktivierte 
Derivat uberfuhrt wird. DIese Carboxyigruppe oder aktivierte Carboxyigruppe kann 
dann mIt einer primaren Amino- oder Thiolgmppe des Proteins unter Ausblldung 
einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt werden. 

^ in einem besonders bevorzugten Herstellungsverfahren wird diese Aldehydgruppe 
mit einem molaren UberschuH an lod, vorzugsweise in einem Molverhaltnis von lod 
zu HAS von 2:1 bis 20:1, besonders bevorzugt etwa 5:1 bis 6:1, in waliriger 
basischer Losung . selektiv oxidiert. Nach dem In Beispiel 1 beschriebenen 
optimlerten Verfahren wind zunachst eine Menge an l-iydroxyalkylstarke in wannem 
destilliertem Wasser geidst und etwas weniger als 1 Molaquivalent wa&riger 
lodldsung, vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 0,05-0,5 N, besonders 
bevorzugt etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wird eine wa&rige NaOH-Losung in einer 
molaren Konzentration, die etwa das 5-15fache, vorzugsweise etwa das lOfache, der 
lodldsung betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von mehreren Minuten der 
Reaktionsldsung zugegeben, bis die Losung nach der Zugabe beginnt, wieder klar zu 
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wenJen. Es wird emeut etwas weniger als 1 Molaquivalent der obigen waBrigen 
lodlosung der ReakUonslosung zugegeben, das Zutropfen der NaOH-Losung wieder 
aufgenommen und die Zugabe von lod und NaOH wenden solange wiederholt, bis 
etwa 5.5-6 Molaquivalente lodlosung und 11-12 Molaquivalente NaOH-Losung, 
bezogen auf die Hydroxyalkylstar1<e. zugegeben worden sind. Dann wird die 
Reaktion abgebrochen, die Realclionslosung entsalzt, z.B. durch Dialyse oder 
Ultrafiltration, einer Kationenaustauschchromatographie untenvorfen und das 
Reaktionsprodukt durch Lyophillslerung gewonnen. Bei diesem Verfahren werden 
unabhSngIg vom Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten erzielt. 

In eIner weiteren besonders bevorzugten Ausfuhaingsfomi erfolgt die selektive 
Oxidation mit alkallschen stabllisierten Losungen von Metallfonen, z.B. Cu** oder 
Ag*. ebenfalls In etwa quantitatlver Ausbeute (Beispiel 2). Vorzugsweise wlrd dabel 
ein etwa 3-1 Ofacher ntolarer OberschuH des Oxidationsmittels eingesetzt. 

Anschlle&end wird die geblldete selektiv oxidlerte Hydroxyalkylstarke (ox-HAS) in 
Gegenwart eines Aktlvlerungsreagenzes mit einer freien Anninogruppe des 
gewunschten Proteins unter Ausbildung eIner Amidbindung unngesetzt. Geeignete 
Aktrviemngsreagenzlen sInd z.B. N-Hydroxysuoclninrjld, N-Hydroxyphthalim!d, 
Thiophenol, p-Nltropfienol, o,p-Dlnltrophenol, Trichlorphenol, Trifluorphenol, 
Pentacfilorphenol, Pentafluorphenol, 1-Hydroxy-1H-bBn230triazol (HOBt), HOOBt, 
HNSA, 2-Hydroxypyridln, 3-Hydroxypyrldln, 3,4-Dihydro-4-oxobenzotriazln-3-ol. 4- 
Hydroxy-2,5-diphenyl-3(2H>-thlophenon-1 *1-dloxld, 3-Phenyl-1-(p-nltrophenyl)-2- 
pyrazolln-5-on). [l-Benzotrla2olyl-N-oxy-trls(dlmethylamlno)pho8phoniumhexa- 
fluorphosphat] (BOP), [l-BenzotriazolyloxytrlpynoHdlnophosphonlumhexaflucr- 
phosphat (PyBOP), [0-(Benzotriazol-1-yl>-N,N,N\N*-tetramethyluroniumhexa- 
fluorphosphat (HBTU), [0(Benzotria2ol-1-yl)-N,N,N\N'-tetramethyluronlun>- 
tetrafluorborat (TBTU), [0-(Ben20triazol-1-yl)-N,N,N\N'-bls(pentamethylen)urDnlum- 
hexafluorphosphat, [0-(Benzotrlazol-1-yl)-N,N,N',N'-bis(tetramethylen)uronlunfv 
hexafluorphosphat, Carbonyldiimidazol (CDI), oder vorzugsweise Carbodiimide, z. B. 
1-(3-Dlmethylamlnopropyl>-3-ethylcarbodiimld (EDO), Dlcydohexylcarbodiimid 
(DOC), DHsopropylcarbodlimId (DIPC), besonders bevorzugt EDO. Im Gegensatz zu 
ganglgen, in der LIteratur besdiriebenen Verfahren fur ahnllche Kopplungsreaktionen 
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wurde dabei uberraschenderweise festgestellt, dass bel Verwendung eines Carbo- 
diimids in der Regel der Einsatz ansonsten obligatorischer weiterer Aktlvatoren wie 
Triazole, z. B. HOBt, nicht erforderiich ist bzw. sogar die Ausbeuten verschlechtert. 
Bei der erfindungsgemalSen Kopplung von ox-HES an verschiedene Modell- 
verbindungen In Gegenwart von EDC und Abwesenheit von HOBt konnten dagegen 
weitgehend unabhangig vbm Molekulargewicht der HES hohe Ausbeuten erzieit 
werden (siehe Beispiele). 

Statt der Reaktion der Carboxylgruppe Oder aktivierten Carboxylgruppe mit einer 
frelen primaren Aminogruppe des Proteins (z.B. eines Lysin- oder Argininrests) ist 
gnjnds§tzlicii auch eine anaioge Reaktion mit einer Thiolgruppe (eines Cysteins) des 
Proteins mdglicii. Dabei ist jedoch zu berucksichtigen. dass Cysteine in der Regel in 
S-S-BrOcken involA^ert sind und daher fur eine Kopplungsreaktion nicht zur Ver- 
fOgung steiien. Sind dagegen Ireie Cysteine vorlianden, so spielen diese haufig eine 
wiciitige Rolle bei der Katalyse oder sind in der Kontektsteiie von Uhtereinherten 
ihvolviert. Eine Modifizierung dieser Cysteine wird dann in einem teilweisen oder 
vollstandigen Veriust der blologischen Aktivitat resultieren. Zur Beliebung dieses 
Problems konnten freie Cysteine durch gangige gentechnoiogische Verfahren vAe 
Z.B. gerichtete Mutagenese oder chemische Peptidsyntliese an solciien Stellen im 
Protein eingefulirt werden, von denen bekannt ist, dass sie kelne Rolle fur die 
Aktivitat spielen. Auf diese Weise ist eine optimale Steuerung des Kopplungsortes 
mdglich. Auf dieseibe Weise konnten auch andere reakttonsfahige Aminosauren, z.B. 
Lys, His, Arg, Asp, Glu, gezielt in das Protein eingefuhrt werden. 

Die reaktjve Gruppe des Hydnoxyaikylstarkemolekuis kann auch eine durch 
chemische Umsetzung der endstandigen Aldehydgruppe entstandene Amino- oder 
Thiolgruppe sein. Beispielsweise kann eine reduktive Aminierung der Aldehyd- 
gruppe durch Reaktion mit Ammoniak. in Gegenwart von Wasserstoff und einem 
Katalysator oder in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid durchgefOhrt werden. 
Die entstandene Amino- oder Thiolgruppe kann dann mit einer freien Carboxyl- 
gruppe des Proteins (z.B. einer gegebenenfalls aktivierten Glutamin- oder 
Asparaginsaure) unter Ausbildung einer Amid- oder Thioesterbindung reagieren. 
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Femer kann die endstandige Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls oder 
eine daraus durch chemische Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe 
auch mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen, bifunktionellen Linkermolekul 
umgesetzt werden. In diesem Falle ist fur die Kopplungsreaktion die „aus der 
endstandigen Aldehydgaippe des Hydroxyalkylstarkemolekuls durch chemische 
Umsetzung hervoipegangene funktionelle Gruppe" die verbleibende reaktionsfahige 
funktionelle Gruppe des bifunktionellen Linkermolekuls, mit dem die endstandige 
Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene funktionelle Gruppe umgesetzt 
wurde. Auf diese Weise kann die endstandige Aldehydgruppe ebenfalis In eine 
gewunschte funktionelle Gruppe uberfuhrtwerden. 

Geeignete Linkermolekule enthalten an einem Ende eine Gruppierung, die mit der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung 
hervorgegangenen funktionellen Gruppe, z.B. einer Carboxylgruppe, aktivierten 
Carboxylgmppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente BIndung eingehen kann, 
und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen funktionellen 
Gmppe des Proteins, z.B. einer Amino-, Thtoi- oder Carboxylgruppe, eine kovalente 
Bindung eingehen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen des Linker- 
molekuls befindet sich ein biologisch vertragliches Bruckenmolekul geeigneter 
Lange, z.B. eine Gruppierung, die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylen- 
glycolgrupplerung oder eine andere geeignete Oligomergruppierung. Bevoizugte 
Grupplerungen, die mit Aminogruppen reagieren kdnnen, sind z.B. N-Hydroxy- 
succinimidester, Sulfo-N-hydroxysuccinlmidester, Imidoester oder andere aktlvierte 
Carboxylgruppen; bevorzugte Grupplerungen, die mit Thiolgruppen reagieren 
konnen, sind z.B. Malelmid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Grupplerungen, die 
mit Aldehyd- oder Carboxylgruppen reagieren kSnnen, sirxi z.B. Amino- oder 
Thiolgruppen. 

Eine Reihe von speziellen, nicht beschrankenden Beispielen fur geeignete Linker- 
molekule wurden bereits oben unter Bezug auf die Konjugation von LinkemiolekQIen 
an das Protein angegeben. 
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Bei einem altemativen erfindungsgemaBen Kopplungsverfahren der vortiegenden 
Erfindung wird die endstandige Aldehydgruppe direkt mit einer primaren Amino- 
gruppe (z.B. eines Lysln- oder Argininrests Oder des N-Terminus) des Proteins unter 
Bildung elner Schiff'schen Base umgesetzt. AnschlleBend oder parallel dazu wird die 
gebildete Schiff'sche Base durch Umsetzung mit einem geeigneten Redul<tionsmittel 
reduziert. wodurch eine im waBrigen Milieu stabile Bindung zwischien Protein und 
HAS entsteht. Bevorzugte Reduklionsmittel sind Natriumborhydrid, Natriumcyano- 
borhydrid. organlsche Borkomptexe, z.B. ein 4-(Dlmethylamino)pyridin-Borl<omplex. 
N-Ethyldllsopropylamln-Borkomplex, N-Ethylnrorpholln-Borkonfiplex, N-Methyl- 
morpholin-Borkomplex, N-Phenylmorpholin-Borkomplex, LutWin-Borkomplex, 
Triethylamln-Borkomplex, Trinjethylamln-Borkomplex; geeignete stereoselektrve 
Reduktlonsmlttel sInd belspielswelse Natriumtriacetatborhydrid, Natriumtriethyl- 
borhydrid, Natriumtrimethoxyborhydrid, Kaliun>-tri-seo-butylborhydrid (K-Selectride), 
Natrium-tri-sec-butylborhydrid (N-Selectrlde) LIthlum-tri-sec-butylbortiydrid (L- 
Selectride).Kallumtriamylborhydrid (KS-Seleclride) und Lithiumtriamylborhydrid (LS- 
Selectride). 

Durch geeignete Variation der Reaktlonsbedlngungen l<6nnen die Ausbeuten 
verbessert werden. Parameter fur solche Optlmierungsversuche sind der pH-Wert 
des ReakUonsansalzes (mogllcher Protelnabbau durch alkallsches Boihydrid). 
Temperatur und Dauer des Inkubatton sowie Art des Reduktlonsrrtttels fur die 
EIntopfreaktfon. EIne weltere Alternative stellt die Mdgllchkelt dar. die ReakHon In 
zwel Schritten durchzufQhren, wobei fQr den Reduktlonsschritt eIn Immoblllsiertes 
Reduktlonsmlttel eingesetzt werden kann. 

Die Reaktfonsprodukle der Kopplung kdnnen mit bekannten Verfahrsn untersucht 
und die Kopplungseffizlenz fesfeestellt werden. So kdnnen z.B. die finelen primSren 
Aminogruppen im Protein vor und nach der Kopplung mit TrinltrobenzolsuHbnsaure 
(Habeeb, ASAF, Anal. Blochem. 14, 328-336 (1966)) bestlmmt werden. Die 
Kopplungsausbeute von Reaktlonen unter Betelligung primarer Amine konnte auch 
durch Derivatislerung der nlcht-umgesetzten Amine mit Fluorescamin und 
Bestlmmung der Fluoieszenz fes^estellt werden. Die Molekulargewiditsverteilung 
kann durch SDS-PAGE und Gelpenneatlon festgestelit werden. Der Proteinanteil im 
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Konjugat ist durch SDS-PAGE und anschlieBende Silberfarbung nachzuweisen, 
wahrend der Saccharidanteil durch eine Glykarv-spezifische Farbung der mittels 
SDS-PAGE getrennten Banden nach Blotting auf eine Membran feststellbar ist. Aucli 
eine quantitative Glykanbestimmung ist moglicli. Eine genaue Identifeieaing der 
Kopplungsstelle auf dem Protein ist durch Peptid-Mapping und/oder MALDI-TOF- 
Massenspektroskopie bzw. Eiektrosprayionlsation-l\/lassenspektroskopie moglich. 
Auf diese Weise kann die Kopplung optimiert und die Molekulargewichtsverteilung 
sowfe moglicherwelse (z.B. bei unterschiedlicher Reaktivitat der reaktionsfahigen 
Gruppen auf dem Protein) sogar die Kopplungsstelle der Produkte vorbestimmt 
werden. 

Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen gegebenenfalls als solche Oder in 
Form elner phanmazeutischen Zusammensetzung zur prophylaktischen Oder thera- 
peutischen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers eingesetzt 
werden. 

Derartige Zusammensetzungen umfassen eine pharmazeutisch wirksame Menge 
eines erRndungsgemaKes Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharma- 
zeutisch geeigneten Trager und gegebenenfialls andere therapeutische bzw. 
galenische Bestandteile oder Hilfsstoffe. HiHsstoffe konnen z.B. Verdunnungsmittel, 
Puffer, Geschmacksmittel, Bindemittel, oberflachehakUve Mittel, Verdickungsmittel, 
Gleltmittel, Konservierungsstofiie (einschlieftlich Antioxidantien) sowie Substanzen 
einschliefien, die dazu dienen, die Formulieaing mit dem Blut des vorgesehenen 
Empfangers isotonisch zu machen. Eine phamnazeutisch wirksame IVlenge ist 
diejenige Menge, welche ausreicht, urn bei einmaliger oder mehnnaliger 
Verabreichung im Rahmen einer Behandlung zur Erleichteoing, Heilung oder 
Verhutung eines Krankheitszustands eine gewunschte positive Wirkung zu entfalten. 
EIn phanmazeuflsch annehmbarer Trager Ist ein Trager, der sowohl mit dem 
Arzelmrttelwirkstoff als auch m'rt dem Korper des Patienten kompatibel ist. 

Die Fomi der Zusammensetzung wird je nach dem gewunschten bzw. geeigneten 
Verabreichungsweg variieren. Ein bevorzugter Weg ist die parenterale Verabreichung, 
Z.B. eine subkutane, Intramuskulare, intravenose, intraarterlelle, intraartikulare, Intra- 
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thekale, extradurale Injektion bzw. gegebenenfalls Infusion. Ebenfalls moglich ist eine 
irrtranasale, intratracheale oder topische Applikation. EIne topische Applikation von 
erfindungsgemaB konjugierten Wachstumfaktoren konnte beispi'elsweise die 
Wundheilung beschleunlgen. Die phannazeutischen Zusammensetzungen konnen 
gOnstlgePA/else in Forni einer Dosiemngseinheit dargeboten werden und nacii 
trgendeinem der auf dem Gebiet der Phanmazie wohlbekannten Verfahren hergestelit 
warden. 

Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen auch auf alien anderen Gebieten 
eingesetzl werden, bei denen andere Proteln-Polymer-Konjugate, z. B. PEG-Proteln- 
Konjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht beschrankende Belsplele 
sind die VenA^endung eines HAS-Protein-t^njugats als immobilislerter Katalysator 
Oder Reaktionspartner fur eine Reaktion In heterogener Phase oder als Saulern 
material fur die (Immun)affinitatschromatographle. Weitere Anwendungsmoglich- 
keiten werden fur den Fachmann In Kenntnis der hier offenbarten Eigenschaften der 
erfindungsgemaKen HAS-Protein-KonJugate unsoliwer ersichtlich seln. 
Die folgenden Beisplele sollen die Erfindung naher eriautem, ohne diese jedoch 
darauf zu beschrSnken. Insbesondere kdnnen analoge Reaktipnen auch mit 
Hydroxymethylstarke und Hydroxypropylstarke durchgefuhrt und ahnliche 
Ergebnisse erzielt werden. 

BEISPIEL 1 

Selektive Oxidation von Hydroxyethylstarke (HES) mft lod 

In einem Rundkolben wurden 10 g HES-130 kD in 12 ml entionisiertem Wasser unter 
Erwarmen gelost. Zu dieser Losung wurden 2 ml einer l2-L6sung (0.1 N) gegeben. 
Eine Pipette mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mit dem Kolben uber ein 2-Wege- 
Verbindungsstuck verbunden und die NaOH-Losung mit ca. 1 Tropfen pro 4 IVIinuten 
zugetropft. Nach Zugabe von ungefahr 0.2 ml der NaOH-Losung war die Losung 
entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wurde eine zweite Portion von 2 ml 0.1 N lodlosung 
zugegeben. Die Reaktion war nach Zugabe von insgesamt 14 ml lodlosung und 2.8 
ml NaOH-Losung beendet Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend gegen 
entionlsiertes Wasser dialysiert. 
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Lactonisierung: 

Die teilweise entsaizte Losung wurde einer Chromatographie an einer 
Kationenaustauschersaule (Amberlite IR-120, H*-Form) unterzogen, urn die 
Aldonatgruppen in Aldonsauregruppen umzuwandeln. Anschliefiend wurde das 
Wasser durch Lyophiiisation entfemt und so die Lactonfomn erhalten. - 

Bestimmung des Oxldationsgrades: 

Zu Jewells 1 ml Probenlosung warden unter Nr-Atmosphare 1 ml alkalisches 
Kupferreagenz (3.5 g Na2P04, 4.0 g K-Na-Tatrat in 50 ml H2O, dazu 10 ml 1 N 
NaOH, 8.0 ml 10%iger (Gew.A/ol.) CuS04-L6sung und 0.089 g K-lodat in 10 ml 
H2O, nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 100 ml auffiillen) pipettiert. Es wird 45 
Minuten bei 100 °C erhitzt. Nach Abkuhlen werden 0.2 ml 2.5%iger Kl-L6sung und 
0.15 mil M H2SO4 addiert. Nach 5 Min. wird mit 1 Tropfen Phenolrot-lndikatoriosung 
(1% Gew-TVoL) versetzt und mit 5 mM NaaSaOa-Losung bis zum Verschwinden der 
Fart)e titriert Aus dem Verbrauch an Trtrationsmrttel lafit sich die Konzentration 
nichtumgesetzter Aldehydgruppen berechnen. 

Es wurde eine anndhemd quantitative Ausbeute erzielt (>98%). Hydroxyethylstarken 
mit hdherer molarer Masse (z.B. 130 kD, 250 kD, 400 kD) konnten, genauso wie 
Hydroxyethylstarlcen mit niedrigerer molarer Masse (z.B. 10 kD, 25 kD, 40 kD), nach 
dieser Vorschrift in ahnlich hohen Ausbeuten oxidiert werden. 

BEISPIEL 2 

Selektive Oxidation von HES mit Cu^^-lonen 

Unter Envarmen wurde eine Losung von 0.24 mMol HES-130 kD in 10 ml entionisier- 
tem Wasser hergestellt. Diese Losung wurde in einem 100-ml-Rundkolben auf eine 
Temperatur von 70-80 °C erhitzt und mit 1.17 mMol stabilisiertem Cu^"*^ (z.B. Rochelle- 
Salz als Stabilisator Oder andere Stabilisatoren) und wassriger verd. NaOH-Losung 
versetzt (Endkonzentration 0.1 N NaOH). Danach wurde die Temperatur auf 100 ""C 
erhoht und die Reaktion solange laufen lassen, bis eine rotliche Farbe entstanden war. 
Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmlschung auf 4^C at^ekuhlt. Der 
rotliche Niedersohlag wurde durch Filtration entfemt Das FiKrat wurde gegen 
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entionisiertes Wasser dialysiert und anschlieBend wie in Beispiel 1 in das Lacton 
umgewandelt und lyophilisiert. Die Oxidation verlief quantitativ (Ausbeute >99%). 
Nach dieser Methods liessen sich auch niedermolekulare HES (2.B. HES-10 kD, HES- 
25 kD. HES-40 kD) und hohenrolekulare HES-Spezles oxidieren. 

BEISPIEL 3 

Kopplung von selektiv oxidlerter hochmolekularer HES (ox-HES-130 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

In einem Rundkolben mit Magnetriihrer wurden 4,3 g ox-HES-130 kD und 200 mg 
HSA (Sigma, Taufkirchen) unter leiohtem EnA^amien vollstandig in Wasser gelost, Zu 
dieser Losung \AainJen 30 mg Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid (EDC), gelost in 
Wasser, zugegeben. Nach 2 h unter sehr maliigem Ruhren wurde eine zweite 
Portion von 30 mg EDC zugegeben, Nach weiteren zwei Stunden unter sehr 
maBigem Ruhren wurde eine dritte Portion von 40 mg des Carbodiimids zugegeben. 
Die Reaktionsmischung wurde unter diesen Bedingungen uber Nacht belassen, 15 h 
lang gegen destilllertes Wasser dialysiert und lyophilisiert. Der Erfolg der Kopplung 
wurde mittels Gelpermeationschromatographie, SDS-PAGE und kohlenhydrat- 
spezifischer Farbung (Glyco-Dig-Kit von Roche-Boehringer, Basel) nach Blotting auf 
eine PVDF-Membran nachgewiesen. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug ca. 
90%. 

BEISPIEL 4 

Kopplung von selektiv oxidierter niedemiolekularer HES (ox-HES-10 kD) 
an Humanserumalbumin (H3A) 

In eInem Rundkolben mil i^flagnetruhrer wurden 7.4 g ox-HES-10 kD und 50 mg HSA 
vollstandig in Wasser gel5st Die Reaktion wurde nach dem oben beschriebenen 
Verfahren fur hochmolekulare HES durchgefOhrt, wobei Insgesamt 282 mg EDC in 
drei Aliquots zugegeben v^oirden. Die Reaktionsmischung wurde ebenfalls dialysiert 
und lyophilisiert wIe oben beschrieben. Die Analyse (wie oben) zeigte, dass 
Kopplungsprodukt erhalten wurde, jedoch waren die Ausbeuten etwas niedriger als 
bel der Kopplung mit hochmolekularer ox-HES. 
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BEISPIEL 5 

Kopplung von ox-HES*130 kD an Myoglobin (Mb) 

4,3 g ox-HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (6-7 ml) gelost und anschlieBend 
100 mg Mb (Sigma, TaufWrchen), gelost In 10 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.0), 
zugegeben. Die Kopplungsreakllon wurde durch Zugabe von 30 mg EDO gestartet 
Die Zugabe von EDO wurde alle 2 Stunden wiederhott, bis insgesamt 90 mg des 
Carbodlimids verbraucht waren. Die Reakllonsmischung wurde anschlieBend gegen 
50 mM Phosphatpuffer, pH 7.0, dialysiert und lyophlllslert. Die GPC zeigte einen 
eindeutigen Produktpeak, der im Ausschlussvolumen bei 450 nm detekttert wurde. 
Aus diesem konnte eine Kopplungsausbeute von 88% berechnet werden. Die 
Sauerstoffblndungskapazltat des hesylierten Myoglobins betaig ca, 76% der 
Bindungskapazftat des unmodlfizlerten Mb. 

BEISPIEL 6 

Kopplung von ox-HES-10 kD an Superoxiddismutase (SOD) 

EIn Volumentell einer waBrigen Losung von ox-HES-10 kD (1.05 g/ml) wurde mit 
einem Volumentell einer 7 mg/ml SOD-Losung (Sigma, Taufkirchen) In 50 mM 
Phosphatpuffer, pH 7.6, bei Raumtemperatur inkubierL Die Kopplungsreakllon wurde 
durch Zugabe von 280 mg EDO in 5 Portionen uber einen Zeitraum von 24 h initilert. 
Der Reaktionsverlauf wurde durch GPC-Analytik in Phosphatpuffer und Detektion bei 
280 nm verfblgt. Nach 24 h wurden 81% des Proteins im hochmolekuiaren Bereich 
der Trennsaule gefunden und die Reaktion nach dieser Zeit abgebrochen. Die 
Reaktlonsmisdiurig wurde einer DIafiltration mit einer 30-kD-Membran unterzogen 
und anschlieBend lyophlllslert. Massenspektrometrische Analyse des Produktes 
zelgte Im Mrttel ein molares Verhaltnis von HES. zu Protein von ca. 3:1 . 

BEISPIEL 7 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Streptokinase (SK) 

3.8 g ox-HES-130 kD wurden zusammen mit 35 mg Streptokinase (Sigma, Tauf- 
Wrchen) in moglichst wenig 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.2. gelost. Bei Raum- 
temperatur wurden 46.5 mg EDO und 20 mg 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (HOBt) 
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zugegeben und Reaktion fur insgesamt 24 h unter lelchtem Ruhren gehalten. Nach 
Dialyse und Gefriertrocknung wurden nach GPC-Analyse ca. 78% des Proteins als 
HES-Konjugat gefunden. In der SDS-PAGE war mit SilberSrbung eine deutliche 
Erhohung der molaren Masse der Streptokinase zu beobachten. Parallel dazu 
konnten in der hochmotekularen Bande Kohlenhydrat-Strukturen mit der Digoxigenin- 
Methode eindeutig nachgewiesen werden. 

BEISPIEL 8 

Kopplung von ox-HES-130 kD an humanes lnterIeukin-2 (IL-2) 

45 mg ox-HES-130 kD wurden In 0.5 ml 50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 6.5, unter 
leichtem Erwarmen vollstandig gelost. Nach Zugabe von 0.25 mg humanem IL-2 
(Sigma, Taufklrchen), wodurch die Losung opak wurde, wurde bei Raumtemperatur 
4-6 h geriihrt AnschlieBend wurden 5 mg EDC in 4 Portionen mit jeweils 2 h 
Zeitdifferenz zugegeben und uber Nacht weitergeruhrt, wobei eihe Ware Losung 
entstand. Analyse mit GPC ergab ca. 65% Kopplungsausbeute. ^ 

BEISPIEL 9 

Kopplung von ox-HES-25 kD an humanen Tumomekrosefaktor a (TNFa) 

Zu 86 mg ox-HES-25 kD in ca. 0.4 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) wurden 0.3 mg 
hTNFa (Sigma, Taufklrchen) gegeben. Die trube Losung wurde fur ca, 2 h geruhrt 
bevor 1 mg EDC und 0.5 mg HOBt zugegeben wurden. Es wurde fur ca. 6 h weiter- 
geruhrt, wpbei die L5sung im Laufe der Reaktionszeit klar wurde. Das Kopplungs- 
produkt wurde durch Ultrafiltration und Gefnertrocknung isoliert und mKtels GPC und 
Detektion bei 280 nm analysiert. Dabei wurde eine Kopplungsausbeute von 
annahemd 74% gefunden. 

BEISPIEL 10 

Kopplung von ox-HES-130 kD an "Glucagon-like Peptide" (GLP-1) 

In einem moglichst geringen Volumen Wasser wurden 7.4 g ox-HES-130 kD unter 
EnA^amien und lelchtem ROhren gelost. Dazu wurde eine Losung von 10 mg 6LP-1 
In der Amid-Fonm (Bachem, Schweiz) in 50 ml^ Phosphatpuffer, pH 7.4. pipettlert. 
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 35 mg EDC gestartet und fur 2 h vorsichtig 
geriihrL Dies wurde noch 2x wiederholt, da nach dieser Zeit in der GPC-Analyse bei 
280 nm kein Peptid-Peak mehr zu erkennen war, d.h., eine annahemd vollstandige 
Umsetzung zum Kopplungsprodukt stattgefunden hatte. Dieses Kopplungsprodukt 
wunde mit einer 30 kI>-Membran diafiltriert und aus Phosphatpuffer-Losung 
lyophilisiert Aus den Ergebnissen einer MALDI-l\/lassenspektroskopie konnte auf 
eine 1:1-Stdchiometrie zwischen Peptid und HES geschlossen werden. 

Beispiel 11 

Kopplung von hochmolekularer HES (HES-130 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

9.75 g HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (6-7 ml) gel5st und anschlieBend 
50 mg HSA, gelost In 1 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde mit einem Magnetruhrer gemhrt. Die Losung wunde dann 
mtt NaBHaCN (50-70 mg) gemlscht und einige MInuten leicht geruhrt. Die Losung 
wurde weiter alle zwer Stunden fur 15 Minuten geruhrt. Danach wurde ein weiteres 
Aliquot von NaBHsCN (etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende (nach fast 36 h 
Reaktiohszeit) war eine Gesamtmenge von 285 mg NaBHsCN eingesetzt worden. 
Die LSsung wurde dann dialysiert und iyophilislert. Die Analyse erfblgte wie in 
Beispiel 4 beschrieben. Die KoppiungsefRzienz betrug etwa 65%. 

BeisDiel 12 

Kopplung von niedermolekularer HES (HES-10 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

4.5 g HES wurden vollstandig In Wasser (4-5 ml) gelost und dann 50 rtig HSA, gelost 
In 1 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), zugegeben. Ate die Losung klar war, 
erforderllchenfalls durch Ruhren mit einem Magnetruhrer bewlrkt, wurde NaBH4 (50- 
70 mg) zugegeben und unter leichtem Ruhren eingemlscht. Die Losung wurde ohne 
Ruhren zwei Stunden lang stehengelassen und dann alle zwei Stunden fOr 15 
Minuten geriihrt, wie bel der Reaktion mit hochmolekularer HES. Als die Losung 
keine Biasen (HrEntwicklung) mehr zeigte, wurde ein weiteres Aliquot von NaBKi 
(etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende war eine Gesamtmenge von 180 mg NaBH4 
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eingesetzt worden. Die Losung wurde dann dialysiert und lyophilislert Die Analyse 
erfolgte mitteis Gelpermeationschromatographie (GPC), die Ausbeute lag bei ca. 
15%. 

BEiSPIEL13 

Kopplung von HE&40 kD an Asparaginase 

3.0 g HES-40 kD wurden vollstandig in Wasser (ca. 4 ml) gelost. Dazu wurde eine 
Losung von 80 mg Asparaginase (Sigma, Taufkirchen) in 6 ml 0.1 M Boratpuffer, pH 
9.0, gegebeh und solange gerOhrt bis die Reakfionsmischung klar war. AnschlieBend 
wurde die Temperatur auf 37 ^'C erhoht und nach 2 h ca. 50 mg NaBHsCN zuge- 
geben. Dieser Reaktions2yklus wurde noch 3x wiederholL Zur Aufarbeitung des 
Produkts wurde die Reaktionsmischung gegen 0.1 M Phospliatpuffer, pH 7.4, 
dialysiert. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug ca. 61%, wobei ca. 73% der 
Asparaginaseaktivitat wiedergefunden werden konnten. 

BEISPIEL 14 

Kopplung von HES^ISO kD an humanes lnterieukin-2 (IL-2) 

50 mg HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (ca. 0.2 ml) gel5st Dazu wurde 
eine Suspension von 0.25 mg liumanes IL-2 (Sigma, Taufldrchen) in 0.2 ml 0.1 M 
BorBtpuffer, pl-l 9.0, gegeben und solange gerOhrt, bis die Reaktionsmisciiung klar 
war (4 h). Im Abstand von Je 4 h wurden jeweils 1 mg NaBHsCN zugegeben und 
weitergeruhrL Nach weiteren 24 h Reaktionszeit wurde gegen 0.1 M Pliosphatpuffer, 
pH 7.4, dialysiert und lyophilislert. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug nach 
Analyse durch GPC ca. 42%. 

BEISPIEL 15 

Kopplung von HES-130 kD an Insulin 

4.0 g HES-130 kD wurden vollstandig In Wasser (ca. 6 ml) gelosL Dazu wurden 55 
mg Insulin aus Rinderpankreas (Sigma, Taufkirchen) in 7.5 ml 0.1 M Boratpuffer, pH 
9.0, gegeben und fur ca. 24 h be! 37 °C geruhrt. Das Reduktionsmittel NaBHaCN (60 
mg in 30 ml) wurde uber einen Zeitraum von 8 h langsam zugetropft. Anschlieflend 
wurde fur weitere 24 h geruhrt und die Reaktionsmischung durch Ultrafiltration (30 
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kD) von Saben unci nicht umgesetzten Reagentlen befreit. Durch Lyophilisation 
wurde ein stabiles Kopplungsprodukt erhalten. Ca. 55% des eingesetzten Insulins 
vairden als HES-Konjugat wiedergefiinden. 

BEISPIEL 16 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Superoxiddismutase (SOD) 

130 mg ox-HES-130 kD wurden vollstandig in 6 ml PBS pH 6 gelost und 
. anschlieUend 10 mg SOD (Roche, Mannheim) gelost in 1 ml PBS pH 6 zugegeben; 
Die Kopplungsreaktjon wurde gestartet durch Zugabe von 10 mg EDC. Die Zugabe 
von EDC wurde alle 3 h wiederholt bis 39 mg des Carbodiimids verbraucht waren. 
Die Reaktionskontnolle erfolgte mittels GPC bei 258 nm. Nach 24 h wurden 50 % des 
Proteins Im hochmolekuren Bereich der Trennsaule gefunden und die Reaktion 
abgebrochen. Die Reaktionsmlschung wurde gegen 25 mM Phosphatpuffer pH 7.2 
dialysiert und lyophilisiert. Die SOD-Aktivitat betrug 95 % der Ausgangsaktivitat. Die 
Bestimmung der Massenverteilung von HES-Protein-Proben mittels GPC- 
Uchtstreukopplung ergab eIn molares Verhaltnis von HES zu Protein von 1:1. 

BEISPIEL 17 

Kopplung von ox-HES 70 kD an Glucagon 

In einem Rundkolben wurden Glucagon (66 x 10"^ mol, 0.23 mg), oxHES 70 kD (6.6 x 
10^ mol, 123 mg) in Phosphat-Puffer (1 ml, pH 5) gelost. In Zeftabstanden von 1 h 
wurden 26 mg EDC In 10 Portlonen hinzugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 24 
h, wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml Wasser abgebrochen. Das 
Kopplungsprodukt wurde durch nach Dialyse gegen Wasser durch GPC und 
lonenauslauschchromatographle aufgereinigt . Nach Gefriertrocknung erhielt man 88 
mg welBes KopplungsproduW (73 %). 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Hydroxyalkylstarke-ProteiivKonjugat, dadurch gekennzeichnet, dass die 
bindende Wechselwirkung zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem 
Protein auf einer kovalenten Bindung bemht, welche das Ergebnis einer 
Kopplungsreaktion zwischen (i) der endstandigen Aldehydgruppe Oder einer 
aus dieser Aldehydgruppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen 
funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekufs und (ii) einer mit dieser 
Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe des 
Hydroxyalkylstarkemolekuls reaktionsfahigen funktionellen Gruppe des 
Proteins tst, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende 
Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur oben genannten 
kovalenten Bindung modiflzlert sein kann. 

2. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die aus der endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkyl- 
starkemolekOls durch chemische Umsetzung hervorgegangene funktionelle 
Gruppe eine der funktionellen Gruppen eines bifunktionellen Linkermolekuls 
ist, mit dem die endstandige Aldehydgruppe umgesetzt wurde. 

3. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet dad die reaktionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins 
eine der funktionellen Gruppen eines bifunktionellen Linkermolekuls ist, 
welches an das Protein gekoppelt wurde. 

4. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, da& die reaktionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins 
durch rekombinante Veranderung der ursprQnglichen Aminosauresequenz. in 
das Protein eingefuhrt wurde. 



5. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Ansprud) 1, 3 oder 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungs- 
reaktion zwischen einer durch selektive Oxidation der endstandigen 
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Aldehydgaippe gebildeten Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgmppe 
des Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer primaren Aminognjppe oder 
Thiolgruppe des Proteins ist 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die kovalente 
Bindung eine Amidbindung ist, weiche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion 
zwischen einem durch selektive Oxidation der endstandigen Aldeliydgruppe 
des Hydroxyalkylstarkemolekuls gebildeten aktivierten Carboxylgruppe und 
einer primaren Aminogruppe des Proteins ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet dass die 
kovalente Bindung eine Aminbindung ist, weiche das Ergebnis einer 
Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen Aldehydgruppe des 
Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer primaren Aminogruppe des Proteins 
unter Bildung einer Schiff schen Base und der Reduktion der Schiff'schen 
Base zum Amin ist. 

8. Konjugat nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet dass 
das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 4 
bis etwa 1000 kD aufweist. 

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekul ein Molekulargewicht von etwa 4 bis etwa 50 kD aufweist 

10. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekul ein Molekulargewicht von etwa 70 bis etwa 1000 kD aufweist 

11. Konjugat nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekul ein Molekulargewicht von etwa 130 kD aufweist. 

12. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet dass 
das Hydroxyalkylstaricemolekul einen Substitutionsgrad von etwa 0,3 bis etwa 
0,7 aufweist. 
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13. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Hydroxyalkyist§rkemolek(ji ein Verhaltnis der Cz- zu CB-Substitution von 8 
bis 12 aufweist. 

14. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gel<ennzeichnet, dass 
das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Hydroxyethylstarkemolekul ist 

15. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
das. Protein eine regulatorische oder katalytische Funktion. eine Signal- 
vermittlungs- oder Transportfunktion oder eine Funktion bel der Immun- 
Feaktk>n oder Ausldsung einer Immunreaktion besitzt. 

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet dass das Protein aus 
der Gruppe aus En^en. Antikdrpem, Antigenen, Transportprotelnen. 
Bioadhaslonsproteinen, Homnonen und Prohormonen, Wachstumsfaktoren 
und Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Cytoklnen, Rezeptoren, Suppressoren, 
Aktivatoren. Inhlbltoren oder einem funktionellen Derivat oder Fragment davon 
ausgevi^hit ist. 

17. t^njugat nach Anspruch 15 Oder 16, dadurch gekennzeichnet. dass das 
Protein a-, O-odery^interferon. ein interleukin, ein Serumprctein, z.B. Albumin 
Oder ein Gerlnnungsfaktor, Erythropoietin,. Myoglobin, Hamoglobin. ein 
PlasmlnogenakHvator, BCGF, BDGF, EGF, FGF, NGF, PDGF, BDNF, CNTF, 
TGF-a, TGF-B, ein Kotonie-stlmulierender Faktor, ein BIVIP, Somatomedin, 
Somatotropin, Somatostatin. Insulin, Gonadotropin, a-MSH, Triptorelin, 
Prolactin, Calcitonin. Glucagon, ein Glucagon-ahnliches Peptki, z.B. GlP-1 
Oder GLP-2, Exendin. Leptiri, Gastrin, Secretin, ein Integrin, ein Hypo- 
thalamushomion. z.B. ein ADH, Oxytocin, ein LIberin oder Statin, ein Schlld- 
drOsenhormon, z.B. Thyroxin. Thyrotropin, Thyroliberin,, ein Wachstums- 
homion, z.B. Human-Wachstumshonnon, LH, FSH, ein Pigmenthonnon, TNF- 
a Oder TNF-B, Hirudin, ein Lipoprotein oder Apo-Lipoprotein, z.B. Apo-B, Apo- 
E, Apo-La, ein Oligolysin-Protein, ein RGD-Protein, ein Lektin oder Ricin, 
Bienenglfl oder ein Schlangenglfl, ein Immunotoxin, Ragweed-Allergen, 
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Antigen E, ein Immunglobulin, oder ein Rezeptor fur eines dieser Proteine 
Oder ein funktionelles Derivat oder Fragment eines dieser Proteine oder 
Rezeptoren ist. 

18. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch geltennzeichnet, daft das 
Protein ein Enzym ist, welches aus einer Asparaginase, Arglnase. 
Arginindeaminase, Adenoslndeamlnase, Glutaminase, Glutamlnase- 
Asparaginase, Phenylalaninammoniumlyase,. Tryptophapase, Tyrosinase, 
Superoxiddlsmutase, Endotoxinase, Catalase, Peroxidase, Kalllkrein, Tryjasin, 
Chymotrypsin, Elastase, Thermolysin, einer Lipase, Uricase, . Adenosin- 
diphosphatase, Purinnukleosidphosphorylase, Blllmblnoxidase, Gluoose- 
oxidase, Glucodase. Gluconatoxidase. Galaktosldase, Glucocerebrosldase, 
Glucuronidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, einem Gewebeplasminogen- 
aktivator. Streptokinase, Urokinase, einer MAP-Klnase, DNAse, RNAse, 
Lactoferrin, und funkttonellen Derivaten oder Fragmenten davon ausgewahK 
Ist. 

19. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame Menge eines 
Konjugats nach einem derAnsprQche 1 bis 18 sowie einen phannazeutisch 
annehmbaren Trager und gegebenenfalls weitere Hllfis- und Wlrkstoffe. 

20. Venwendung eines Konjugats nach einem der AnsprQche 1 bis 18 oder einer 
Zusammensetzung nach Anspruch 19 zur therapeutlschen oder prSventlven 
Behandlung von Menschen oder TIeren. - 

21. yerfahren zur Herstellung eInes Hydroxyalkylstarke-Prote|n4<^ 

einem der AnsprQche 1 bis 18, dadurch gekennzelchnet, dass In waBriger 
LSsung eIne KopplungsreakUon .zwIschen der endstandlgen Aldehydgruppe 
Oder einer aus dieser AWehydgruppe durch chemlsche Umsetzung hen^or- 
gegangenen tunktfonelien Gmppe des HydroxyalkylstarkemolekQIs und einer 
mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktfonellen 
Gruppe des HydroxyalMstarkemolekQIs reaktlonsfShlgen flinkfionellen 
Gruppe des Proteins dunchgefQhrt wird und die bel der Kopplungsreakflon 
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unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion 
modifiziert wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktions- 
medium der Kppplungsreaktion Wasser Oder eJne Mischung aus Wasser und 
einem organischen Losungsmittel ist. wobei der Wasseranteil der Mischung 
mindestens 80% betragt. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22. dadurch gekennzeichnet. dass die 
endstandige Aldehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekOls durch selektive 
Oxidation in die entsprechende Carboxylfunktlonalitat Qberfuhrt und diese 
anschlieSend unter Aktivierungsbedingungen in waBriger Losung mit einer 
freien Aminogruppe des Proteins umgesetzt wird, so dass das Hydroxy- 
alkylstarkeniolekul durch eine Amfdblndung an das Protein gebunden wlrd. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet. dass die selektive 
Oxidation der Aldehydgruppe mit lod oder Metallionen In waBriger basischer 
Ldsurig durchgefOhrtwird. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kopplungsreaktfon in Gegenwart eines CarbodlimWs durchgefOhrt wIkJ. 

26. Verfahren nach Anspnich 25. dadurch gekennzeichnet dass das Carbodiimid 
1-(3-Dimethylaminopropyl>3-ethylcarbodilmld (EDC) ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 21, oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
endstandige Aldehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekOls mit eIner freien 
Aminogmppe des Proteins unter Blldung eIner SchlfTschen Base gekoppelt 
wird und die gebildete SchlfTsche Base zum Amin reduziert wiixJ. so dass das 
HydroxyalkylstarkemolekQI durch eine Aminbindung an das Protein gebunden 
wird. 
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28. Verfahren nach Ansprurfi 27, dadurch gekennzeichnet, dass sowohl Kopplung 
als auch Reduktion in wa&riger Losung stattfinden. 

29. Verfahren nach Anspruche 27 Oder 28, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Reduktionsmittel Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid oder ein 
organischer Borkomplex ist. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 29, dadurch gekennzeichnet. 
dass die Kopplungs- und RedukOonsreaklionen gleichzeltig durchgefuhrt 
werden. 

31 Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endstandlgen Aldehydgruppe 
oxidierter Hydroxyaikylstarke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxy- 
alkylstarke in einem Molverhaltnis von lod zu HAS von 2:1 bis 20:1 in waBriger 
basischer Losung umgesetzt wird. 



32. Verfahren nach Anspmch 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Molverhaltnis von lod zu HAS etwa 5:1 bis 6:1 betr^gt. 

33. Verfahren nach Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass . 

a) eine Menge von Hydroxyaikylstarke in wanmem destilliertem Wasser 
gelost wird und etwas weniger als 1 Molaquivalent waBriger lodlSsung 
zugegeben wird, 

b) NaOH-Losung in elner molaren Konzentratfon. die etwa das 6-15fache 
der lodlosung betragt, langsam tropfenweise In Abstanden von 
mehreren Minuten der Reaktfonslosung zugegeben wird, bis die Losung 
nach der Zugabe beglnnt, wieder War zu werden, 

c) emeut etwas weniger ais 1 Molaquivalent waBriger lodlosung der 
Reaktionslosung zugegeben wind, 

d) das Zutropfen der NaOH-Losung wieder aufgenommen wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiederiiolt werden, bis etwa 5,6-6 
Moiaqulvalente lodlosung und 11-12 Molaquivalente NaOH-Losung, 
bezogen auf die Hydroxyaikylstarke, zugegeben worden sind, 
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f) die Reaktion dann abgebrochen und die Reaktionslosung entsabt und 
einer Kationenaustauschchromatographie unterworfen und das 
Reaktionsprodukt durch Lyophilisleaing gewonnen wind. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bel der 
walirigen lodlosung urn eine etwa 0,05 - 0,5 N lodlosung handelt. 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch gel<ennzelchnet, dass die 
molare Konzentration der NaOH-Losung etwa das lOfache der lodlosung 
betragt 

36. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endstandigen Aldehydgruppe 
oxidierter Hydroxyalkylstarke, dadurch gekennzeichnet, dass die HAS In 
waliriger alkalischer Ldsung mit einem molaren Uberschud an stabitisierten 
Metalllonen, ausgewahit aus Cu^*-lonen und Ag*-lonen, oxidlert winj. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intent XppOeatlonNo 

PCT/EF 03/02083 



A. CLASStnCAHON OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A61K47/48 C08B31/18 






Aoconllng to Intemalional Patenl Classiricallon (IPC) or to both nallonai dassfficalion and IPC 




B. RELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (ctassiHcalion system folowed by dasstflca 

IPC 7 A61K C08B 


lion symbols) 




OocumenlaUcn searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 


Elecironic data base consulted during the international search (name of data b 

EPO-Internal 


aseand, where practical, search terms used) 


C. DOCUUENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category* 


Citation of document ^h tndlcallon, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 
Y 


WO 98 01158 A (SOMMERMEYER KLAUS ;EICHNER 
WOLFRAM (DE); FRESENIUS AG (DE)) 
15 January 1998 (1998-01-15) 
the whole document 


1-35 
36 


Y 


DE 22 33 977 A (UNILEVER NV) 
1 February 1973 (1973-02-01) 
the whole document 




36 


A 


WO 99 49897 A (HENOSOL INC) 
7 October 1999 (1999-10-07) 
cited In the application 
the whole document 




1-36 


P.x 


WO 02 080979 A (SOMMERMEYER KLAUS ;FRIE 
SVEN (DE); EICHNER WOLFRAM (DE); SCHARPF 
R) 17 October 2002 (2002-10-17) 
example 1; table 1 


1-32,34 


j j Further documents are listed In the continuation of box G. 


[)( 1 Patent family members are listed In annex. 


* Spedal categories of cited documents : 

*A* document defining the general state of the art which Is nol 

considered to be of particular relevance 
'E' earlier document but published on or after the International 

fiilngdata 

'L' document which may throw doubts on priority dalmfs) or 
which Is cfied to esiabUsh the publication date of another 
dtaUon or other spedal reason (as specflfied) 

'O* document refenlng to an oialdlsdoGuie, use. exhibition or 
othermeans 

'P document published prior to the Intemalional flflng date but 
taterthan the priority dale dafaned 


'T later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
died to understand the prtndple or theory underlying the 
Invention 

')C document of parilcular relevance; the dabned Invention 
cannot be oonsldeiBd novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document Is taken alone 

"Y* document of particular relevance; the ctelmed bivemton 
cannot be consldefed to Invoh^e an Inventive step when the 
document Is combined vt/ilh one or mora other such docu- 
ments, such oomUnallon being obvious to a person skilled 
In the art 

'&* document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 


Date of mailing of the International search report 


12 Nay 2003 


21/05/2003 




Nameandm 


along address of the ISA 

European Patent Office. P.a 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVR^k 
TeL (+31-70) 340-2040. ■Rl 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized offloer 

Schwachtgen, 0-L 



Fonn PCT/ISA/210 (saocnd shael) (July 1802) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Biteasiational a|iplicatiQii No. 

PCT/EP03/02083 



Box I Obseiratifiiis where certain daims were foand unseardiable (Contmnatioii of item 1 of first sheet) 

Ihis international seaniiiq)arthasiiotbecnestab^ 

1. M CkimsNos.: 

" because they rekte to subject matter not required to be seandied by to 

Although Claim 20 relates to a method for treatment of the human or animal 
body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of the 
compound or composition. 

2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be canied out. spedficalfy: 

3. r~~j ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance -with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 
This Inteniational Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



^' n ^ ^ required additional search fees were timehr paid by the applicant, this intemiitinnf*! gftnp^h n^rt frqvm all 
searchable claims. 

2. Q AsaflseardiableclaimscouldbeseaichedwithouteflFortjustifyinganad^ 
of any additional fee. 

3. rn As only sonoeofthe required additicml search fees were timely paid by the appH 
covers only those claims for whidi fees were paid, speciticalfy claims Nos. : 



4. rn No required additional search fees were timetv paid by the applicant ConsemiMiiiy thia int^^tj^nfll Q«*rrh mgjt ia 
^ — ' lestricted to the mventiicm first mentioned in the claims; it is covered by daims N^ 



Remaric on Protest Q The additional search fees were accQnq)anied by the applicant's protest. 

I I No protest accori^panied the pajanent of additional seard^ 



Form FCT/]ESA/210 (contumatiQn of first sheet (1)) (Tuly 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intemat iplltatlonNo 

PCT/EP 03/02083 



Psat^t documont 




Publication 




Psttant fstmtiu 

l^dlOlU Kllllllj 


mDucaoon 


dtBd In search report 




date 




meniber(s) 


data 


wo 9801158 


A 


15-01-1998 


DE 


19628705 Al 


15-01-1998 






. AT 


209931 T 


15-12-2001 






AU 


710879 82 


30-09-1999 






AU 


3541197 A 


02-02-1998 






BR 


9710865 A 


11-01-2000 






CA 


2258947 Al 


15-01-1998 






OE 


59705678 Dl 


17-01-2002 






DK 


.912197 T3 


18-03-2002 










1 c m 1 CkC\<i 
lb-01-1998 






EP 


0912197 A2 


06-05-1999 






ES 


2166551 T3 


16-04-2002 






JP 


2000514434 T 


31-10-2000 






RT 


912197 T 


31-05-2002 






US 


6083909 A 


04-07-2000 


OE 2233977 


A 


01-02-1973 


US 


3873614 A 


25-03-1975 






CA 


959047 Al 


10-12-1974 






ut 


cciyal 1 Ax 


01-02-1973 






FR 


2145722 Al 


23-02-1973 






GB 


1385403 A 


26-02-1975 






IT 


964665 B 


31-01-1974 






NL 


7209737 A 


16-01-1973 






SE 


395008 B 


25-07-1977 


WO 9949897 


A 


07-10-1999 


AU 


2918099 A 


18-10-1999 








cStXillt Al 


A"7 1 A 1 AAA 

07-10-1999 






wo 


9949897 Al 


07-10-1999 






CN 


1301179 T 


27-06-2001 






EP 


1066057 Al 


10-01-2001 






JP 


2002509898 T 


02-04-2002 






US 


2002040128 Al 


04-04-2002 


WO 02080979 


A 


17-10-2002 


DE 


10112825 Al 


02-10-2002 






WO 


02080979 A2 


17-10-2002 



Poon FCryiSA/210 OMtenl tamRy annex} (Juy 1882) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



! Internal Aktenzelchen 

PCT/EF 03/02083 



I A. i(U^SSIFIZIERUNQDESANMELOUNGSG£G£^ 

IPK 7 A61K47/48 C08B31/18 



^techde^tntema^totlaiBnPa!9^^tIaasdfDcaiton^^ 



a RECHERCHIERTEGEBIETE 



RecfteichieilerMIndastprflfstoff (KtassinkaiiQnsqystBm und iOa«t^f3tgth>n5symbote ) 

IPK 7 A61K C08B 



RedisirfiiBileaber nkrfrtzumMlndeslpfaia sovwUdteseunlerdb rechercWerten Geblete faflen 



I wahrend der kitemallonalen Recherche konsuttlerte etektronische Datenbank (Name der Datenbank und evlL veiwendete SuchbegriTfe)" 

EPO-Internal 



C. ALSWESENTLICHANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte- Bezatehnung dSr VerOffentlichung. soweil ertorderflch unter Angabe der In Betracttt konunenden TeDe 



Betr. Anspnich Nr. 



Y 
Y 



P.X 



WO 98 01158 A (SOMMERMEYER KLAUS ;EICHNER 
WOLFRAM (DE); FRESENIUS A6 (DE)) 
15. Januar 1998 (1998-01-15) 
das ganze Dbkuraent 

DE 22 33 977 A (UNILEVER NV) 
1. Februar 1973 (1973-02-01) 
das ganze Dokument 

WO 99 49897 A (HEMOSOL INC) 
7. Oktober 1999 (1999-10-07) 
1n der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 02 080979 A (SOMMERMEYER KLAUS :FRIE 
SVEN (DE); EICHNER WOLFRAM (DE); SCHARPF 
R) 17. Oktober 2002 (2002-10-17) 
Bel spiel 1; Tabelle 1 



1-35 

36 
36 

1-36 
1-32,34 



□ 



Wetiere Vefdffentllchungen slnd der Fbrtsetzung von FeM C zu 

entnehmen 



m 



Slehe Anhang PatentfamlUe 



• Besondere Kalegorien von angegebenen Verttffientllchungen : 

"^S^l^^fi^^^SP^^^ dferTechnlkdennlert, 
aoer nloit ats besondere bedeutsam anzusehen 1st 

•E' fifteres Dokurnenl, das jedoch eret am oder nach dem Intematkmalan 
AnmeWedalum verSffentllchI worden ist Mu«nuii»naiBn 

I Vf2fenflldiung,dl8g^gn^^ Prioriimsanspnjch zwelfettiaft er- 
I ^^^^^^ff^S^l^^ ^ ^ Vertifenillchungsdatum elner 
anderen fcri Recherchenbertoht genannten Verdfremilcrumg belegt wenlen 
sou Oder die aus Qlnem anderen besonderan Gnind ange^ben St fwle 

•O* VerSffenUlchung, die dch auf eine mOndHche Offenbaning, 

P* Vartiff8nlllchung.dlevordomlnternallonalen Anmaldedatum.^^M^ 
dembeanspruchtenPriorftatsdatumverCffentfichtwiwdenbt 



T" Spatere Veififl^itBdiung, die nach dem Irrtemaiionaten AnmeWedalum 
Oder dem Prioriimsdatumverdfrentllcht worden Ist und mil der 
AnmeWung nicht kolSdlert, sondem nur zum Verstandnls des der 

ffie"aSSS teP"*" '"'^'^ ^'^^ '^'^^^ 
•X' Verfiffentgiung von besonderer Bedeutung: tfo beanspruchte Erflnduno I 

kann afleTn au^grund dleser VertJffenlllchung nichi als neu Oder auf ' 

cmnderlscherTatigkelt beruhend betrachlel werden 
•V Ver«fenfflchung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erflndung 

kann nlcht als auf erfinderlscher Tatlgkelt benihend betrachtat ' 
IXS}^ ^ VerSffenUlchung mB elner oder mehreren andeian 

iS^i'SSSS^iysen <fls6er Kateoorio In VerWndung gebracht wird und 

dJese VerblnAing fOr einen Fa<Jimann naheliegend^ 
'&* VerdffentQchung. die Milglied derselben PatentfamPle Ist 



Datum des Abschlusses der Intematlonalen Recherche 

12. Mai 2003 



Absendedatum des Intematkmaten Recheichenberichts 

21/05/2003 



Name undPostanschrifl der Intematlonalen RecherchenbehOrda 
EuropaisGhes Palentamt, P.B. 5616 Patentlaan 2 
NL-22eOHVRgswljk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (431-70) 340-3016 



BevDDmachtlgter Bedlansteter 

Schwachtgen, J-L 



Fbimblait PCT/ISM210 (Btatl 2} (Jun 1892} 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inta nalesAktenzelchen 
ri.T/EP 03/02083 



Few I Bemertaingen zu den AnsprOchen. die sich als nicht recheichieitar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemSB Artikel 17(2)a) wurde aus tolgenden GrOnden fOr bestimmte Ans|»Oche kein Recherchenberi cht eisteUt 

1. [x] AnspfflcheNr. 

weQ sle 8lch auf GegenstSnde bezlehen» zu deren Recherche de Behflrde nIcht verpmchtet Isti n&nnch 

Obwohl die AnsprQche 20 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschllchen/tlerischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und 
grOndete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. Q AnsprQ(^ Nr. 

wefl sie steh auf Telle der Inlemationalen Anmeldung beziehen. de den vorgeschriebenen Anfordeninaen so wenia enisDrechen 
das eine sInnvoUe Internationale Recherche nIcht dJrchgefOhrt warden kann. StrtST^ /wroraeningen so wenig entsprechen. 



3-. I 1 AnsprQche Nr. 

weB es sich dabel urn abhdnglge AnsprQche handell. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 

Feld II Bemerkungen bei mangelnder EInheitllchkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
CMe Internationale Recherchenbehdrde hat feslgestellt, daB dtese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthail: 



— ' Internationale Recherchenberlchl auf aBerecherchlerbarenAnsprflche. 

^ zusatzllche RecherchengebOhrgerechtfertigthaite, hat die BehOrdenichl zur Z^ung elder solchen GebOhraufgefeiSert. 



3. J~j ^cterf^nwI^nurelnlgBdererforderllchenzusatz^^ erstreckt sich dieser 

SrtSte nI AnsprQche. fOr die GebOhren entrlchtet worden sllld.SlSi 'a!fT 



^bencht beschrsnlct sich daher auf die In den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung: diese ist In fblgenden AnsprOchen er 



Bemerkungen hinsichUicb eines Widerspruchs Q Die zusMlchen GebOhren wurden vom Anmelder unter WIderspruch gezaWL 

I I DleZahlungzusatzlteherRecherchengebOhren ertblgte ohne Wkterspnich. 



Formblatl PCT/lSA/210 (Fbrtsetzung von Blatt 1 (1))(Jull 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Jdenzeichen 



PCT/LT 03/02083 



1. bn Recheiciienbeilcht 1 Dalumder 
1 angefOhrtesPatentdotaiment 1 VerOltentnchung 




Mngaed(eOder 


1 Datum der 
1 verotTenulcnung 


1 WO 9801158 A 15-01-1998 


OE 


19628705 Al 


15-01-1998 


AT 


209931 T 


15-12-2001 


AU 


710879 B2 


30-09-1999 


AU 


3541197 A 


02-02-1998 


BR 


9710865 A 


XI, Ml C\J\J\J 


CA 


2258947 Al 


15~01-1QQ8 


DE 


59705678 01 


17-01-POO? 


DK 


912197 T3 


18-03-2002 


WO 


9801158 A2 


15-01-1998 


EP 


0912197 A2 


06-05-1999 


ES 


2166551 T3 


16-04-2002 


JP 


2000514434 T 


31-10-2000 


PT 


912197 T 


31-05-2002 


US 


6083909 A 


04-07-2000 



DE 2233977 


A 


01-02-1973 


US 


3873614 A 


25-03-1975 








CA 


959047 Al 


10-12-1974 








DE 


2233977 Al 


01-02-1973 








FR 


2145722 Al 


23-02-1973 








6B 


1385403 A 


26-02-1975 








IT 


. 964665 B 


31-01-1974 








NL 


7209737 A 


16-01-1973 








SE 


395008 B 


25-07-1977 


WO 9949897 


A 


07-10-1999 


AU 


2918099 A 


18-10-1999 








CA 


2326715 Al 


07-10-1999 








WO 


9949897 Al 


07-10-1999 








CM 


1301179 T 


27-06-2001 








EP 


1066057 Al 


10-01-2001 








JP 


2002509898 T 


02-04-2002 








US 


2002040128 Al 


04-04-2002 


WO 02080979 


A 


17-10-2002 


DE 


10112825 Al 


02-10-2002 








WO 


02080979 A2 


17-10-2002 



Foimbbtt PGT/ISM&10 (Ai^ PtttenlMle)(JU{| lOe^ 



